










ることがある．また，げっ歯類の片鼻閉実験では，糸球体近傍ニューロンの tyrosine hydroxylase 
（TH）の発現が低下・消失することが知られている．そこで本研究では，マウス及び TH 発現を






なく対側嗅球でも著しい TH 発現低下が確認された．TH-GFP マウスでは，TH の発現が低下して
いるにもかかわらず GFP 発現を維持する細胞が少数見られ，野生型鼻閉モデルマウスでも同様に





















































（日本 SLC）10匹（雄５匹，雌５匹）と B6. Cg-Tg
（TH-GFP）21-31マウス（BRC No. 02095，理研バ
イオリソースセンターより提供4）, 川崎医科大





















TH-GFP マウスは，４% パラホルムアルデヒド リ
ン酸緩衝液で潅流固定し，取り出した脳をビブ





























反応させた．⑴ ウサギ抗 CB D28K 抗体（1:5,000
希釈）⑵マウス抗 TH 抗体（1:5,000）⑶ ウサギ抗
glutamic acid decalboxylase 65/67 抗 体（GAD，
1:5,000）⑷ ニワトリ抗 GFP 抗体（1:5,000）．一
次抗体反応後，以下の蛍光標識二次抗体を組み
表１　使用抗体一覧
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図２　野生型マウス鼻閉後の tyrosine hydroxylase（TH），calbindin（CB），glutamic acid decalboxylase（GAD），olfactory 
marker protein（OMP）の免疫反応．Open: 鼻閉対側嗅球，Close: 鼻閉同側嗅球，Intact: 未処置嗅球．鼻閉同側嗅球糸
球体層の TH 免疫反応性は，著しく低下している．鼻閉対側糸球体層の TH，CB の免疫陽性細胞数は未処置マウス
糸球体層に比べて減少している．一方，GAD 及び OMP の免疫反応性に変化は見られない．GLL: 糸球体層， EPL: 
外網状層， All scale bars: 50 μm
合わせ20℃，２時間反応させた．⑴ fluorescein 



















を含む単位面積当たり（縦150 μm ×横400 μm）
に在る細胞をカウントした．TH 陽性細胞のう











図３　野生型マウスの化学的共存関係に及ぼす入力遮断の影響．A と B は抗 CB 抗体（緑）/ 抗 TH 抗体（赤）/
Hoechst（青）による多重蛍光免疫染色．A1, B1：画像を重ね合わせたもの．A2, B2：TH（赤）のみ．A3, B3：CB（緑）
のみ．C と D は抗 GAD 抗体（緑）/ 抗 TH 抗体（赤）/Hoechs（青）による多重蛍光染色．C1, D1：画像を重ね合わせた
もの．C2, D2：TH（赤）のみ．C3, D3：GAD（緑）のみ．A1-A3および C1-C3：鼻閉対側嗅球，B1-B3および D1-D3：鼻閉
同側嗅球．鼻閉による TH の免疫反応性は顕著に消失または低下していたが（B2, D2），TH と共存率の低い CB（A1, 
A3, B1, B3）と共存率の高い GAD（C1, C3, D1, D3）の免疫反応性に変化は見られなかった．鏃は TH 陽性 /CB 陽性細胞
を示す（A1-A3）．矢印は TH 陽性 /GAD 陽性細胞を示す（C1-C3, D1-D3）．TH: tyrosine hydroxylase, CB: calbindin, GAD: 























TH 陽性細胞は，平均20.8個 / 60×103μm2であ




３Ａ， Ｂ）と共存率の高い GAD（GABA の合成
酵素，図３Ｃ， Ｄ）に対する入力遮断の影響に
ついて多重蛍光免疫染色を行いて観察をした．
その結果，TH と共存率の低い CB だけではな
く，TH と高い共存率を示す GAD の免疫反応
性にも入力遮断による著しい変化はみられな





図４　TH-GFP マウスに及ぼす入力遮断の影響．A と B は TH-GFP（緑）/ 抗 GFP 抗体（赤）/ 抗 TH 抗体（青）による多
重蛍光免疫染色．A1, B1：TH-GFP（緑）のみ．A2, B2：GFP（赤）のみ．A3, B3：TH（青）のみ．TH の免疫反応性が消失
しているにもかかわらず（B3），TH-GFPの発現（B1）とGFPの免疫反応性を維持する（B2）細胞が見られる（B1, B2; 鏃）．
C と D は TH-GFP（緑）/ 抗 GAD 抗体（赤）による多重蛍光染色．C1, D1：TH-GFP（緑）のみ．C2, D2：GAD（赤）のみ．
C3, D3：画像を重ね合わせたもの．鼻閉後も TH-GFP の発現が見られる細胞は，GAD 陽性を示し，比較的大きな
細胞体を示す（D1-D3, 矢印）．A1-A3および C1-C3：鼻閉対側嗅球，B1-B3および D1-D3：鼻閉同側嗅球．TH：tyrosine 
hydroxylase, GFP：green fluorescent protein, GAD：glutamic acid decalboxylase， GLL：糸球体層， EPL：外網状層，All 





る GFP 陽性細胞のほとんどは GAD を発現して












































　TH-GFP マウスの中脳黒質での GFP の発現
は，TH の89% が GFP 陽 性 で GFP の87% が
TH 陽性を示すことから4），内在の TH の発現







TH プロモーターの GFP 発現効率への影響，ま
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Olfactory Brain Circuitry: Analysis of the odor deprivation
effect using the naris closed mouse model
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ABSTRACT  It is well known that one of chemical marker in juxtaglomerular cells in the 
rodent olfactory bulb (OB), tyrosine hydroxylase (TH), is decreased in its expression after 
olfactory input deprivation. In the present study, we have made relatively long term olfactory 
deprivation models, more than 3 weeks to months, by doing nasal closure on wild type and 
transgenic mice. In combination with immunocytochemistry for neuronal markers such as 
glutamic acid decalboxylase, calbindin, and olfactory marker protein, we have confirmed that 
only TH-expression is decreased after deprivation. In our experiment, however, interesting 
findings were obtained from deprived transgenic mice which express green fluorescent protein 
(GFP) under the control of the TH promoter (TH-GFP mice). Although GFP-fluorescence 
indicating TH gene expression and immune-reactivity for TH were typically decreased, immune-
reactivity for GFP was maintained. Longer deprivation had variable effects of expression of 
bulbar neurons not only on the deprived side but also on the non-deprived side. In addition, the 
neurons that expressed GFP even after deprivation have relatively large somata. These findings 
indicate possible heterogeneity in TH neurons in reaction to odor deprivation and support our 
recent report of heterogeneous reaction patterns of TH-neurons to olfactory nerve stimulation. 
We will continue this work by altering conditions of deprivation to clarify the heterogeneity of 
bulbar neurons organizing OB neural circuitry.
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